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Metod for karakteriserlng av enstaka testprover 

Den fdreliggande uppfinningen tillhor kategorin metoder for 
karakterisering av prover. Dessa anvands bl.a. for att undersoka 
testprover txin produktion, patienter eller prover som insamlats pa annat 
satt 

Uppfinningens bakgrund 1 

N3r ett prov skall karakteriseras med avseende pa dess komponenter 
separeras i allmanhet fbrst komponentema fran varandra for att senare 
identifieras och inangdbestammas separat. Det ar dock inte alltid mojligt 
att separera komponentema at, eller si ar det av tids/kostnadsskai inte 
motivenrt. Proverna kan da karakteriseras spektroskopiskt, varvid 
komponentema identifieras genom deras unika spektrala responses 

Om man har en uppsattning prover och vet vilka komponenter de 
innehaller ar det i regel trivialt att bestamma deras koncentrationer 
spektroskopiskt. Detta galler aven om komponenternas spektrala 
responser overlappar. Om komponentema daremot ar okSnda ar 
problemet besvarligare. Situationen analyserades fdrsta gangen i detalj av 
matematikerna Lawton och Sylvestre (Technometrics, 13, 1971, 617), 
som visade att det ar omojligt att finna en unik losning till och med for 
ett 2-komponentsystem. 1990 utvecklade vi ett experimentellt fdrfarande 
som delvis loste detta problem (Kubista, Chemometrics and Intelligent 
Laboratory Systems 7, 273, 1990). Vi visade att om man uttorde tva 
spektroskopiska matningar pa varje prov, istallet for som tidigare endast 
en, och matningama var sadana att komponenternas bidrag till dessa hade 
samma intensitetsfbrdelning, men olika magnitud, si kunde bade 
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komponentemas spektrala responser och koncentrationer bestammas. 
Matematiskt beskrivs dessa matningama med ekvationema: 



A = CVe/kro^(A) = ^c jj v ( (A) j=l,2...n 

(=i 

11 = CDV eller ^W-E'VW*) j=1.2...n 



dar A ar en matris som innehiUer spcktra av det fbrsta slaget uppmatta pi 
(ic n st provema; B ar en matris innehaUande spektra av det andra slaget 
uppmatta pi samma n prover, C ar en matris innehaUande de r olika 
komponentemas koncentrationer i de n st provema; V ar en matris 
innehaUande normaliserade spektra av de r rena komponentema; och D 
ar en diagonalmatris vars r diagonalelement ar kvotema meUan 
komponentemas responser i de tva matningama. Samtliga spektra ar 
digitaliserade i m punkter. Vi visade att endast utifrin informationen i de 
uppmatta spektra (A och B) si kunde komponentemas koncentrationer 
(C), nonnaliserade spektrala responser CV) samt kvoten mellan deras 
responser i de tva matningama (D) bestammas. Vi beskrev ocksi hur 
antalet komponenter i provema (r) kunde uppskattas genom visueU 
inspektion av de s.k. principalkomponenterna. 

I svensk patentansokan 9701 132-4 beskrivs ett fdrfarande att analysers tvi 
prover, som kan ha skapats utifrin ett enstaka prov medelst t.ex. 
extraktion. genom att analysera dem med en teknik som genererar 2- 
dimensionell respons: 
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i=i 

dar l A {a.P) och l B {a,p) ar 2-dimensionella spektra uppmatta pa de tva 
provema, A och B, som funktion av variablema a och p. r ar det totala 
antaletkomponenteriprovema, I, (a) och 7,(0) ar komponentemas 
normaliserade 1-dimentionella responses och c* och cf ar deras 
koncentrationer. 

Experiments kunde beskrivas med ekvationssystemct: 

A=XC A M 
B=XC B M 

Dar A och B ar matriser innehallande de uppmatta spektra, X ar en matris 
innehallande komponentemas normaliserade spektrala responser i den 
fbrsta dimensionen, medan M ar en matris innehallande deras 
normaliserade spektra i den andra dimensionen, och C A och C 3 ar 
diagonalmatriser innehallande deras koncentradoner. Genom att 
omnormalisera endera X eller M, kunde ekvationssystemet omskrivas 
till: 



A=XM 
B=XDM 

Dar D ar en diagonalmatris innehallande kvoterna mellan 
komponentemas koncentrationer (D^/C*). Utifran A och B kunde X, 
M och D beraknas med kanda metoder (Kubista, Cheroometrics and 
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Intelligent Laboratory Systems, 7, 273, 1990; Wilson, Sanches & 
Kowalski, J. Chemometrics, 3 493, 1989). 



En begransning hos ovanstaende metoder ar att det minsta antal 
testprover som kan analyseras ar tva. De kan inte saledes inte appliceras 
p£ ett enstaka testprov, savida det inte kan uppdelas i atminstone tva 
delar med olika relativakomponentkoncentrationer, vilket sallan ar 
trivialt. En spadning t.ex., duger inte, eftersom den vanligen inte andrar 
komponentemas relativa koncentrationer. 

Den fSreliggande uppfinningen ar en forfarande att analysers ett enstaka 
testprov, utan att anvanda referenser, pa ett sadant satt att komponenterna 
kan identitleras. 

Beskrivning av figurer 

Figur 1 visar emissionsspektra uppmatta med olika excitationsvaglangder 
med parallell polariserat (overst till vanster) och med vinkelr&tt 
polariserat (overst till hoger) ljus. Nederst till vanster visas 
komponentemas beraknade emissionsspektra och nederst till hOger visas 
komponentemas beraknade excitationsintensiteter. 

Kortfattad beskrivning av uppfinningen 

Den fdreliggande uppfmningen ar ett forfarande att karakterisera ett 
enstaka testprov pa ett sadant att dess komponenter kan identifieras, utan 
att utnyttja referensdata. Forfarandet bygger pa foljande fyra steg: 
1. Testprovet analyseras med en metod som genererar en 3-dimentionell 

respons enligt: 7(a./3,r) = £c,7, (a)/, (0)7, (7), dar r ar antalet 



komponenter som bidrar till signalen, q ar komponentemas 
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koncentrationer och /,. (a) , /, ()8) och J, (y) ar deras nonnaliserade 1- 
dimentionella responser. 

2. Antalet komponenter som provema innehaller, r, uppskattas. 

3. For varje komponent bestams dess arbitrart nonnaliserade 1- 
dimentionella responser I, (a), I ( (/3) och 7. (y). 

4. Fran dessa kan komponenterna identifieras. Detta g6r det i allmanhet 
mojligt att normalisera komponenternas 1-dimensionella responser 
och pa sa vis bestamma deras koncentrationer, Cj. 

Detaljerad beskrivning av uppfinningen 

Som rubriken antyder ar den fbreliggande uppfinningen ett fdrf arande att 
karakterisera ett enstaka testprov pa ett salt som gor det mojligt att 
identifier dess komponenterna man att beh6va anvanda referensprover. 
Detta sker genom ett stxategiskt upplagg av experimented som g6r det 
mojligt att regis trera en 3-dimentionell respons som ar proportionell mot 
komponenternas koncentrationer, och bidraget frin varje komponent ar 
produkxen av dess specifika l-dimentionella responser: 

/(a,£.y)«£c,/, (y) 

1=1 

Sadan matning kan t.ex. utfBras med vissa former av 
fluorescensspektroskopi, t.ex. genom tidsupplost maming av 
emissions/excitationsspektra, dvs signalen registreras som funktion av 
excitationsvaglangd, emissionsvaglangd och tid: 



I dessa fall ar det ofta lampligt att sammanfbra 
komponentkoncentrationema c t och tidsavkUngningaina till en 
tidsberoende koncentration: 
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Tiden kan vara tid efter ljuspuls (varvid c, (f) Mr proportionellt mot 
fluorescensavklingningcn), tid efter blandning i t.ex. stop-flow 
experiment (varvid e, (0 ar variationen hos komponent i:s koncentration 
med tiden), tid efter behandling, sasom fotobleaching (selektiv 
destruktion av vissa komponenter med ljus), kromatografisk eller annan 
form av separation, etc. Vid analys av dylika data beraknas 
komponentemas koncentrationsvariationer samt deras excitations- och 
# timissionsspektra. Det ar intressant att notera att intermediara 

komponenter, som varken ar narvarande i borjan (c, <0) = 0) eUer i slutet 
( Ci (—) = 0 ) av experimentet, kan identifieras utifran dess berSknade 
spektra. ,' 

Det ar ocksa mojligt att variera ljusets polarisation: 
/(A^.oO = £<:,./, a m v, («) 

eller, om fasmodulerat ljus anvands, modulationens frekvens: 

ia a A„*) a a v, a m )i, (v) 



1=1 

osv. 



Det ar ocksa mojligt att variera yttre parametrar som paverkar 
komponentema koncentrationer, sasom temperatur (tryck, volym. etc): 

/a„.A OT .r) = Xc,(T)/. (A„)7, (A„) 

eller yttre parametrar som paverkar intensiteten i komponentemas 
responser, sasom externa magnetfalt (elektriskafalt, etc) 




• 
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Den spektroskopiska tekniken behover naturligtvis inte vara fluorescens. 
FOrfarandet kan utforas med dc fiesta tekniker som genererar 3- 
dimensionella responser, t.ex. kammagnetisk resonans (nmr), 
masspektrometri etc. Den kan aven utforas med de fiesta tekniker som 
genererar en 2-dimensionell responser om komponentemas responser 
piverkas externa parametrar. Slutligen kan fSrfarandet aven anvandas 
med en teknik som genererar 1-dimensionell respons, men di kr£vs att 
man samtidigt varierar tva olika externa parametrar och att dessas 
inverkan pa komponentemas responser ar oberoende sa att deras bidrag 
kan faktoriseras. 



Uppfinningen kraver att atminstone tva data punkter bestams i var och en 
av de 3 dimensionerna, dvs: 
/,(<*) dar a^a^xx H 1>2 
I; CP) dSr fr,p*~.p m m>2 
1,(7) dar MvYt nS2 

Att enbart bestamma tvi datapunkter i samtliga dimensioner ar dock 
sallan meningsfullt, eflersom noggrannheten i de berSknade responserna 
ar da i regel otillracklig f6r att komponentema ska kunna identifiers. 
Daremot gar det utmarkt att endast ha tv& datapunkter i en av 
dimensionerna, t.ex. 1=2 (och m»2 och n»2). Det har dessutom 
fordelen att den numeriska behandlingen av data underlSttas, eftersom 
komponentemas responser kan beraknas med snabba algoritmer sasom 
Procrustes rotation och GRAM (Kubista, Chemome tries and Intelligent 
Laboratory Systems, 7, 273, 1990; Wilson, Sanches & Kowalski, J. 
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Chemometrics, 3 493, 1989). I det generella fallet nar samliiga 1, n och m 
ar stdrre an 2, ar 15sningsforfarandet mer Icomplicerat och darmed 
betydligt mer tidskravande (Liwo et al., Computers Chem. 89-96, 21, 
1997). Dessutom, ar det ofta aktuellt att utfbra experiment sa att endera 
utav m och n ar betydligt storre an den andra. SkMlet ar att det i regel ar 
tillrackligt for komponentemas identifiering, att med h6g noggrannhet 
bestamma en utav deras 1-dimensionella responser. Detta ar Lex. fallet i 
exempel 1, dar endast komponentemas emissionsresponser bestamds 
med hog noggrannhet. 

UppjRnningen ar inte begransad till matningar som genererar 3- 
dimensionell respons, utan aven hogre ordningens responser kan 
anvandas. GenereUt galler att responsen skall vara linjar och bidraget 
fran varje komponent skall vara produkten av dess 1-dimensionella 
responser 

/(o.^,y.ff..-.)=Xc < / l (a)/, (£)/, <y)/, (*)•- 

Naturligtvis, ju hogre dimensionen ar ju mer tidskravande blir den 
numeriska behandlingen av raatdata. Dock, med tanke pa den mycket 
snabba utveckling som sker inom dataomradet, kommer detta knappast 
vara en praktisk begransning i framtiden. 

Exempel 

Uppfinningen illustreras med ett exempel dar ett prov karakteriseras 
fluorescensspektroskopi dar excitationsvaglangd, emissionsvaglangd och 
ljusets polarisation varieras (Figur 1). Detta ger upphov till ett 3- 
dimensionellt spektrum enligt: 

/(A^.cO^c,/, {XJtft frjih (a) 
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I exemplet anvands 650 olika emissionsvaglangder (m), 11 olika 
excitationsvaglMngder (n) och 2 olika polarisationer (a = 0° benamnt 
parallell polarisation och a - 90° benamnt vinkelratt polarisation, 1). 
Fran den uppmatta responsen, i(k a ,X tm ,a), uppskattades foist antalet 
komponenter (r) till 2 (med statiskt test och visuell inspektion av 
principalkomponenterna). Sedan beraknades de komponentspecifika 
responserna. For delta utnyttjade man det faktum att endast tva 
datapunkter registrerats i en av dimensionerna (polarisation), och skrev 
om den 3-dimensionella responsen till 2 st 2-dimensionella responses 

/(A tx ^ OB .a = 90 c ) = X^. (0 = 90°) 

Dessa kan beskrivas med ekvationssystemet: 
I°=Xa°M 
l 90 =Xa !W M 

som kan losas med Procrustes rotation (Kubista, Chemometrics and 
Intelligent Laboratory Systems 7, 273, 1990). Detta gav komponenternas 
normaliserade excitationsintensiteter sommatris X (7, (A^) , visas nederst 
till bBger i figur 1), komponenternas normaliserade emissionsintensiteter 
som matris M (7, (O , visas nederst till vanster i figur 1), samt kvoterna 
mellan komponenterna responser av ljus med olika polarisation 
(7 l (a =90°)/ A (a = 0°)) = 0.25 och (7, (a = 90°)/' 2 (« = 0°))= 0.94). Fran de 
beraknade komponentspecifika responserna, sSrskilt emissionsspektra. 
kunde komponenterna identifieras som p-bis[2-(5-phenyloxazolyl)] 
benzen (POPOP) och antracen. Slutligen , genom att jamfdramed 
standardspektra av POPOP och antracen, kunde koncentrationema 
uppskattas till nagon mikromolar. 
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1 . Ett fbrfarande att karakterisera testprover som kannetecknas av att: 

a) Provet karakteriseras med en teknik som genererar en 
multidimeiisionell respons enligt: 

/(a,Ar^.».)-S^/ > (<*V, WVt (rV< 

b) den uppmatta responsen bryts ned till ett ortogonalt basset, t.ex. 
med principalkomponentuppdelning, 

c) antalet komponenter i provet (r) uppskattas, 

d) komponentemas 1-dimensionella arbitrfirt nonnaliserade rcsponser 
berfiknas. 

2. Ett fOrfarande enligt krav 1 dar provet analyseras med en teknik som 
genererar 3-dimensionell respons. 

3. Ett fbrfarande enligt n&got av kraven 1 eller 2 dar mer an tvS 
datapunkter registreras i endast tva av dimensionerna. 

4. Ett fbrfarande enligt n&gon av kraven 1 till 3 dSr metoden som 
genererar den multidimensionell responsen 3r fluorescens eller 
kammagnetisk resonans. 

5. Ett fbrfarande enligt nagot av kraven 1 till 4 dfir variationema utmed, 
atminstonc en av dimensionerna, astadkoms genom att variera en 
extern parameter, s&som tid, elektriskt eller magnetiskt felt, 
temperatur, modulation, polarisation. 

6. Ett fbrfarande enligt nagot av kraven 4 och 5 att karakterisera ett 
testprov genom att analysera tidsberoende 

emissions/excitationsspektra, dar tiden avser endera utacv tid efter 
excitation, tid efter komponentemas blandande och tid som 
komponenterna utsatts for behandling s&som kromatografisk 
separation etc. 
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7. Ett forfarande enligt nagot av kraven 4 och 5 att kaxakterisera ett 
testprov genom att analysera wk tidsberoenden, i kombination ined 
itminstone nagot annat beroende, sasom ljusets vaglangd, dSr de tva 
tidsberoenden avser tvi utav tid efter excitation, tid efter 
komponentemas blandande och tid som komponenterna utsatts fdr 
behandling sasom kromatografisk separation etc. 
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Sammanfattning 

Uppfinningen Sr ett forfarande att karakterisera enstaka testprover med 
tekniker som genererar 3-dimensionella responser frSn vilka provets 
komponenter kan identifieras. F6rfarandet kraver inga referenser. 
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